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POVZETEK 
Imunoproteasom je velik multikatalitičen proteinski kompleks, katerega poglavitna naloga 
je razgradnja proteinov in predstavitev peptidnih antigenov na glavnem 
histokompatibilnostnem kompleksu 1. Vpet je tudi v številne druge znotrajcelične signalne 
poti, in tako je danes znano, da ima vlogo tudi v nekaterih patoloških stanjih, kar vključuje  
hematološke malignosti, vnetne ter avtoimune bolezni. 
Zaviralci imunoproteasoma predstavljajo obetaven pristop k zdravljenju zgoraj omenjenih 
bolezni. V magistrski nalogi smo poskušali odgovoriti na vprašanje, zakaj nekateri zaviralci 
imunoproteasoma, konkretno zaviralca LR057 in GBB102, izkazujejo zaviralni učinek na 
izoliranem encimu, medtem ko ne zavirajo immunoproteasoma v celicah. Za obe spojini smo 
razvili UHPLC metodo, s katero smo poskušali izmeriti topnost v vodi, oceniti vezavo na 
proteine, kemijsko stabilnost v celičnem gojišču in znotrajcelično koncentracijo po 
inkubaciji. Za spojino LR057 smo ugotovili, da v celičnem gojišču ni stabilna in verjetno 
razpade oz. reagira s proteini in peptidi, ki so v gojišču. Ugotavljanje znotrajcelične 
koncentracije za LR057 zato niti ni bilo smiselno, saj je najverjetneje za odsotnost učinka 
odgovorna prevelika reaktivnost spojine. Nasprotno je spojina GBB102 kemijsko stabilna, 
a se zaradi zelo lipofilne in planarne strukture močno veže na proteine v celičnem gojišču. 
To se kaže v zelo majhnem izkoristku ekstrakcije po obarjanju proteinov. Uporaba internega 
standarda bi zmanjšala variabilnost, a bi za to potrebovali ustrezen interni standard in 
najverjetneje drugačen tip detektorja. Zelo verjetno pa vezava na proteine v celičnem gojišču 
omeji prehod učinkovine v celico in zaviranje imunoproteasoma. 
Pogoj za učinek vsake učinkovine je, da ta pride na mesto delovanja. Za odsotnost učinka je 
v primeru LR057 najverjetneje kriva prevelika reaktivnost, v primeru GBB102 pa močna 
vezava na proteine v celičnem gojišču. Spojini sta sicer zelo obetavni v primerjavi s 
peptidnimi zaviralci, ki so občutljivi na razgradnjo s proteazami, pri načrtovanju naslednje 
serije zaviralcev imunoproteasoma pa bi bilo smotrno zmanjšati lipofilnost in/ali reaktivnost 
»bojne glave«.  
 
Ključne besede: imunoproteasom, kovalentni zaviralci, tekočinska kromatografija ultra 




Immunoproteasome is a large multicatalytic complex, whose pivotal role is degradation of 
proteins and presentation of peptide antigens at the major histocompatibility complex MHC 
1, which triggers the T cell response of the immune system. The immunoproteasome is also 
part of several other cell signalling pathways in the cell. Disregulation of its activity is 
implicated in many pathological disorders, including hematologic malignancies, 
inflammatory and autoimmune diseases. 
Immunoproteasome inhibitors represent a promising approach to treating the diseases 
mentioned above. In the thesis we tried to answer the question why some 
immunoproteasome inhibitors, specifically compounds LR057 and GBB102, show an 
inhibitory effect on the isolated enzyme, while the inhibition is absent in cell lines. For both 
compounds, we developed the UHPLC method to determine solubility in aqueous medium, 
evaluate protein binding, chemical stability in cell culture medium, and intracellular 
concentration after incubation. Compound LR057 was found to be unstable in the cell 
medium and is likely to decay and/or react with proteins and peptides present in the medium. 
Determining the intracellular concentration for LR057 was therefore not meaningful, since 
overreactivity of the compound is most likely responsible for the absence of the 
immunoproteasome inhibition effect. In contrast, compound GBB102 is chemically stable, 
but due to its highly lipophilic and planar structure, it binds strongly to proteins present in 
the cell medium. This results in very small recovery of the compound after protein 
precipitation. There would be less variability if we would use an internal standard, however 
mass detector would be more appropriate. It is very likely that binding to proteins in the cell 
medium prevents the passage of the GBB102 into the cell and the subsequent inhibition of 
the immunoproteasome. 
Drug substances produce effect only if they are present at the action site of the target. Most 
likely because of overreactivity of LR057 and too strong binding of GBB102 to proteins in 
the cell medium, the compounds do not produce expected inhibition of the intracellular 
immunoproteasome. The compounds are very promising compared to peptide inhibitors that 
are sensitive to protease degradation, but it would be expedient to reduce lipophilicity and/or 
reactivity of the “warhead˝ when designing the next batch of immunoproteasome inhibitors. 
 
Keywords: immunoproteasome, covalent inhibitors, ultra-high-performance liquid 
chromatography, LR057, GBB102. 
 
SEZNAM OKRAJŠAV 
CP = osrednji del proteasoma 
RP = regulatorni del proteasoma 
TNF-α = tumor nekrotizirajoči faktor 
IFN-γ = interferon gama 
MHC 1 = histokompatibilnostni kompleks 
FDA = ameriška agencija za hrano in zdravila 
UV-VIS = ultravijolično-vidna 
HPLC = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
UHPLC = tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
DAD = detektor z nizom diod 
tR = retencijski čas 
t0 = mrtvi čas 
VR = retencijski volumen 
V0 = mrtvi volumen 
h = višina kromatografskega vrha 
w = širina kromatografskega vrha 
k = retencijski faktor 
N = učinkovitost 
α = selektivnost 
R = resolucija 
F = hitrost pretoka 
DMSO = dimetil sulfoksid 
MeOH = metanol 
i-Pr = izopropanol 
 
ACN = acetonitril 
TFA = trifluorocetna kislina 
LAF komora = komora z laminarnim pretokom zraka 
BSA = goveji serumski albumin 





















1 UVOD  
1.1. Proteasom 
Proteasom je velik proteinski multikatalitičen kompleks, ki se nahaja v jedru ali citoplazmi 
celice. Nahaja se pri treh kraljestvih: arhejah, bakterijah ter evkariontih (1). Njegova naloga 
je razgradnja proteinov, ki so poškodovani, ali pa jih celica ne potrebuje več. Razgradnja 
proteinov je namreč pomembna zaradi ohranjanja homeostaze, saj se celice ves čas 
obnavljajo. Proteini, ki nastanejo kot posledica mutacije, ali tisti, ki so poškodovani zaradi 
segrevanja ali oksidativnega stresa, morajo biti čim hitreje odstranjeni, saj so nagnjeni k 
agregaciji. Po drugi strani pa lahko proteinska razgradnja predstavlja tudi nevarnost, saj 
lahko pride do nenadzorovanega uničenja proteinov, ki proteolizi še niso namenjeni. Da bi 
se temu izognili, so se skozi evolucijo v celicah razvili mehanizmi, ki izvedejo razgradnjo 
samo tistih proteinov, ki so označeni s signalno molekulo. Tako na primer proteasom 
razgrajuje le tiste proteine, ki so označeni z ubikvitinom (1, 2). 
1.1.1 Zgradba proteasoma 
Proteasom 26S je zgrajen iz jedrnega dela 20S, ki je cilindrične oblike (CP),  ter enega ali 
dveh 19S regulatornih delov v obliki pokrovov (RP). Proteolitično aktivnost ima le CP, ki je 
zgrajen iz štirih heteroheptameričnih obročev: dva zunanja α-obroča ter dva notranja β-
obroča. β-obroča tvorita prostor, kjer poteka razgradnja proteinov, α-obroča pa predstavljata 
vhod v ta prostor, skozi katerega lahko vstopi le ubikvitiniran protein (3). Tako α kot tudi β-
obroč je sestavljen iz sedmih podenot (skupno 14 podenot), od katerih so še posebej 
pomembne β1, β2 ter β5, ki opravljajo proteolitično aktivnost. Ta tri mesta se med seboj 
razlikujejo glede na specifičnost vezave substrata in so poimenovana po encimih, ki odražajo 
podobno proteolitično aktivnost: β1 podenota ima kaspazi-podobno aktivnost (C-L) in cepi 
peptidne vezi kislih ostankov, β2 ima tripsinu-podobno aktivnost (T-L) in cepi peptidne vezi 
bazičnih ostankov, β5 pa ima kimotripsinu-podobno aktivnost (ChT-L) ter cepi peptidne vezi 
s hidrofobnim ostankom (4, 5). Ker sta v strukturi prisotna 2 β-obroča, je tako aktivnih mest 
6. Celoten 26S proteasom tako v dolžino meri 15 nm, v premeru pa 11 nm, kar skupno tvori 





Slika 1: Zgradba proteasoma (povzeto iz reference 3). 
Poleg zgoraj opisanega proteasoma, ki ga z drugimi besedami imenujemo tudi konstitutiven 
oz. standardni proteasom in se nahaja v vseh vrstah celic, med vretenčarji poznamo še dve 
vrsti proteasoma: imunoproteasom, katerega največkrat najdemo v imunskih celicah ter 
timoproteasom, ki se nahaja izključno v kortikalnih timičnih epitelnih celicah (3, 5, 6). 
1.1.2 Ubikvitin-proteasomska pot 
Ubikvitin je protein, sestavljen iz 76 aminokislin. Preko lizinskih ostankov se lahko 
kovalentno veže na proteine in jih tako označi (ubikvitinacija). Ta postopek poteka v treh 
korakih: najprej poteče aktivacija ubikvitina preko ATP odvisnega ubikvitin-aktivacijskega 
encima E1, in sicer se ubikvitin veže na ta encim. Sledi vezava ubikvitina na prenosni oz. 
konjugacijski encim E2, ki ubikvitin prenese do proteinskega substrata, ki je vezan na 
ubikvitin-proteinsko ligazo (E3). Tukaj se tvori izopeptidna vez med terminalnim delom 
ubikvitina ter substratom. Ko je na protein vezana ena molekula ubikvitina, je to znak za 
proteinsko ligazo, da na ta substrat veže še več molekul ubikvitina. Ko so nanj vezane vsaj 
4 molekule ubikvitina, je to signal za aktivacijo proteasoma (7, 8). 
 
Slika 2: Aktivacija ubikvitina (povzeto iz reference 8). 
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19S regulatorni del najprej prepozna označen tarčni protein, nato poteče njegova odcepitev 
od ubikvitina ter razvijanje proteina, nazadnje pa ga spusti v cilindrični 20S del proteasoma 
(1). V območju β-obročev nato poteče razgradnja proteinov do peptidnih verig dolžine 3-25 
aminokislin (9). 
1.2. Imunoproteasom 
Imunoproteasom, imenovan tudi i-proteasom, se nahaja v evkariontih in se od 
konstitutivnega razlikuje le v podenotah β1, β2, ter β5, ki so nadomeščene s podenotami β1i 
(LMP-2), β2i (MECL1), ter β5i (LMP-7). Za vse tri podenote, ki se razlikujejo od 
konstitutivnih, velja, da se pri formaciji 20S dela vanj vključijo kooperativno ter prioritetno, 
kar vodi v zelo hiter nastanek imunoproteasoma - ta namreč nastane 4× hitreje, kot 
konstitutiven proteasom (10).  β2i in β5i imata ohranjeno enako aktivnost, medtem ko se pri 
podenoti β1i namesto kaspazi-podobne aktivnosti pojavi kimotripsinu-podobna aktivnost, ki 
cepi peptidne vezi hidrofobnih ostankov. Imunoproteasom  je največkrat izražen v monocitih 
in limfocitih, ob vnetju ali oksidativnem stresu pa lahko citokini, kot na primer tumor 
nekrotizirajoči faktor  (TNF-α) in interferon γ, stimulirajo izražanje imunoproteasoma tudi 
v neimunskih celicah (11,12). 
 
 
Slika 3: Nastanek imunoproteasoma (povzeto iz reference 12). 
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Ena izmed glavnih nalog imunoproteasoma je formiranje in predstavitev peptidnih antigenov 
na glavnem histokompatibilnostnem kompleksu MHC 1, kar posledično sproži odziv T celic 
imunskega sistema. Študije so pokazale, da je imunoproteasom vpleten v številne patološke 
motnje, kar vključuje  hematološke malignosti, vnetne ter avtoimune bolezni (5). Povečana 
koncentracija CP je značilna za tumorske celice, medtem ko je povečana aktivnost iCP 
povezana z nastankom in napredovanjem nevrodegenerativnih bolezni, avtoimunih bolezni 
ter nekaterih vrst raka (6). Vse to kaže na obetavne možnosti zdravljenja teh bolezni s 
selektivnimi zaviralci imunoproteasoma. 
1.3. Zaviralci proteasoma 
Vse od odkritja proteasoma leta 1980 pa do danes je bilo opravljenih veliko študij o 
zaviralcih tega kompleksa, ki bi jih potencialno lahko uporabljali za zdravljenje veliko 
bolezni. Strukturno se zaviralci močno razlikujejo, zato jih razdelimo v dve skupini glede na 
zmožnost tvorbe kovalentne vezi z aktivnim mestom treonina v proteasomu (13). 
Kovalentne vezi veljajo za močne (ΔG = 400 kJ/mol), večinoma ireverzibilne ter 
neselektivne vezi. Po tvorbi kovalentne vezi s tarčo začne učinek naraščati s časom, 
večinoma je trajen. Da se učinek zaviralca izniči, je potrebna nova sinteza tarče. Čeprav je 
znanost v preteklosti stremela predvsem k optimizaciji nekovalentnih zaviralcev, so nekatere 
prednosti kovalentnih zaviralcev pritegnile pozornost, zato se v zadnjih letih dela veliko 
raziskav tudi na tem področju (14, 15). 
Kovalentni zaviralci ponavadi vsebujejo elektrofilni del, ki stopi v interakcijo z aktivnim 
delom treonina (13). Njihova prednost je visoka biokemijska učinkovitost, kar posledično 
vodi v manjše odmerjanje in zmanjšanje stranskih učinkov ob odstranitvi zaviralca s tarče, 
kar se sicer dogaja pri reverzibilnih zaviralcih. Zaradi mutacije vezavnega mesta je tudi 
verjetnost razvoja rezistence na učinkovino zmanjšana. Ob kovalentni vezavi pride do 
podaljšanega delovanja, kar posledično vodi v manj pogosto doziranje zdravila, to pa 
zmanjša verjetnost nastanka toksičnih stranskih učinkov in je z vidika počutja pacienta 
ugodnejše (14). 
Po drugi strani pa kovalentni zaviralci niso primerni za mehanizme, ki zahtevajo kratek čas 
zadrževanja na tarči ali pa samo delno inhibicijo, saj je zanje značilno daljše zadrževanje na 
tarči. Prav tako niso primerni za biološke tarče, ki se s proteinsko sintezo hitro obnavljajo. 
Že od nekdaj je veljalo, da elektrofilne molekule povzročajo preobčutljivostne reakcije na 
ljudeh (toksičnost) in zaradi tega niso primerne za uporabo v farmacevtske namene. Zelo 
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reaktivna bojna glava lahko vodi tudi v druge oblike toksičnosti: hepatotoksičnost, 
mutagenost ali kancerogenost. Preobčutljivostne reakcije lahko povzročijo tako kovalentni 
kot tudi nekovalentni zaviralci. Večja skrb se sicer pojavlja pri kovalentnih zaviralcih, a so 
raziskave pokazale, da se jih nekaj že desetletja uspešno uporablja ter težav s 
preobčutljivostnimi reakcijami ni(14). 
Kovalentne zaviralce (imuno)proteasoma lahko razvrstimo v več skupin: 
- Peptidni aldehidi so bili prvi razviti zaviralci proteasoma in se zaradi svoje nizke 
cene še danes veliko uporabljajo.  So reverzibilni nespecifični zaviralci, pridobljeni 
večinoma sintezno z nekaj izjemami (tiropeptin, felutamid B). 
 
Slika 4: Struktura peptidnega aldehida MG-132. 
- Peptidni boronati, kamor se uvršča najbolj znan in prvi odkrit zaviralec proteasoma, 
bortezomib, ki ga je leta 2003 za zdravljenje multiplega mieloma odobrila ameriška 
FDA in je v uporabi še danes (16). 
 
Slika 5: Struktura bortezomiba. 
Peptidni boronati so veliko močnejši sintezni zaviralci proteasoma kot prej omenjeni 
aldehidi. Čeprav so boronati reverzibilni zaviralci, jih zaradi svojega zelo dolgega 
zadrževanja na proteasomu lahko uvrstimo med ireverzibilne zaviralce. Dokazano je 
bilo namreč, da se boronati ob vezavi na proteasom v rdečih krvnih celicah od njih 
ne odcepijo več. So tudi zelo selektivni, enostavni za sintezo, to pa predstavlja veliko 
upanje pri odkrivanju novih zaviralcev iz te skupine. Primeri učinkovin: poleg 
bortezomiba še delanzomib in ixazomib. 
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- Peptidni α͗, β͗-epoksiketoni so izmed vseh najmočnejši in najbolj specifični 
ireverzibilnih zaviralci proteasoma. Primeri učinkovin: carfilzomib, ONX-0912, 
oprozomib, PR-047. 
 
Slika 6: Struktura carfilzomiba. 
- Peptidni ketoaldehidi so visoko specifični, reverzibilni kovalentni zaviralci. Študije 
so pokazale, da bi ketoaldehidi lahko zamenjali peptidne aldehide v primerih, ko je 
potrebna specifičnost ter hitra reverzibilnost. 
 
Slika 7: Struktura α-ketoaldehida. 
- β-laktoni so nepeptidni zaviralci naravnega izvora. So veliko bolj specifični kot 
aldehidi, a vseeno ne dovolj, da bi presegli specifično sposobnost ter jakost delovanja 
epoksiketonov. V zadnjem desetletju je bilo odkritih kar nekaj β-laktonov, med njimi 
je najbolj obetaven marizomib. 
 
Slika 8: Struktura marizomiba. 
- Peptidni vinil-sulfoni so sinteznega izvora in so po specifičnosti ter jakosti slabši od 
epoksiketonov, je pa njihova sinteza v primerjavi z epoksiketoni veliko enostavnejša. 
 
Slika 9: Struktura MV151. 
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- Vinilamidi oz. Sirbaktini so ireverzibilni zaviralci in so po mehanizmu delovanja 
zelo podobni vinil-sulfonom. Pomembna predstavnika sta syringolin A ter 
glidobactin A (6, 13, 16, 17). 
 
Slika 10: Struktura glidobactina A. 
 
1.3.1 Selektivni zaviralci imunoproteasoma 
Za večino danes poznanih zaviralcev imunoproteasoma velja, da delujejo neselektivno: 
zavirajo delovanje tako konstitutivnega proteasoma kot tudi imunoproteasoma. Posledično 
ne pride do razgradnje odvečnih ali poškodovanih, nepravilno zvitih proteinov, ki se začnejo 
kopičiti v celici. To se kaže v številnih stranskih učinkih, kar je glavni razlog, da se je znanost 
usmerila v raziskavo selektivnih zaviralcev imunoproteasoma. 
Kot že prej omenjeno, aktivna mesta na imunoproteasomu predstavljajo le podenote β1i, β2i 
ter β5i. Zadnje raziskave so pokazale, da β5i selektivni zaviralci, na primer PR-957, 
predstavljajo večji terapevtski potencial v primerjavi z zaviranjem ostalih dveh aktivnih 
mest, še posebej pri zdravljenju avtoimunih ter vnetnih obolenj. To potrjuje tudi dejstvo, da 
na to tarčo delujeta tudi dve učinkovini, ki sta že nekaj let uspešno na trgu. Bortezomib se 
uporablja za zdravljenje multiplega mieloma z zaviranjem β5 podenote proteasoma, 
carfilzomib pa za zdravljenje raka belih krvnih celic z zaviranjem β1i podenote 
imunoproteasoma. Seveda poleg imunoproteasoma, delujeta tudi na proteasom (13, 18). 
Strukturno gledano ima večina zaviralcev imunoproteasoma v svoji strukturi peptidno 
osnovo, s čimer posnema vezavo naravnih substratov in posledično vodi v slabo metabolno 
stabilnost in nizko biološko učinkovitost. Kljub izboljšavam, ki so že bile narejene pri do 
sedaj znanih zaviralcih, se je treba usmeriti v razvoj zaviralcev z drugačnimi strukturnimi 
karakteristikami z izboljšanimi fizikalno-kemijskimi karakteristikami ter posledično boljšim 
farmakokinetičnim ter farmakodinamskim profilom. Vse to predstavlja izziv za znanost in 




1.4 Spojini LR057 in GBB102 
Spojini LR057 in GBB102 sta si po strukturi zelo podobni, obe sta derivata psolarena. 
Konjugirani aromatski obroči pri obeh spojinah zavzamejo ravnino, kar pomeni, da lahko 
spojini med seboj tvorita močne  π-π interakcije. Slednje v odsotnosti funkcionalnih skupin, 
ki bi tvorile interakcije z vodo, pomeni, da sta spojini zelo slabo topni v vodi. Poleg tega 
lahko napovemo močno vezavo na proteine oz. interakcije z membranami celice (19). 
 
Slika 11: Levo struktura LR057, z modro je označen skelet psolarena in z rdečo 1,3,4-
oksatiazolon, ki predstavlja bojno glavo oz. reaktivni del molekule. Desno struktura 
GBB102. 
Spojina LR057 nima funkcionalnih skupin, ki bi lahko bile pri fiziološko relevantnih pogojih 
nabite, z drugimi besedami: nima kislih oz. bazičnih funkcionalnih skupin. Njena posebnost 
je 1,3,4-oksatiazolonska skupina, ki je t. i. »bojna glava« oz. reaktivni del molekule, ki po 
vezavi v aktivno mesto imunoproteasoma, tvori kovalentno vez z N-terminalnim treoninom 
v aktivnem mestu imunoproteasoma. Seveda 1,3,4-oksatiazolon predstavlja reaktivnejši del 
spojine, ki lahko potencialno reagira tudi z drugimi nukleofili, prisotnimi v telesu. Predviden 
mehanizem reakcije 1,3,4-oksatiazolon z N-terminalnim treoninom je prikazan na sliki 12 
(19). 
  





Spojina GBB102 se od LR057 razlikuje po tem, da ima na mestu bojne glave karboksilno 
kislino. Slednja je pri fizioloških pogojih delno ionizirana, kar pomeni, da je verjetno bolje 
topna od spojine LR057. Istočasno pa to pomeni, da bo na topnost močno vplival pH, in sicer 
bo topnost višja pri višjem pH in nižja pri nizkih pH vrednostih (19). 
1.5 HPLC 
1.5.1 Osnove HPLC 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je postala ena izmed najpogosteje uporabljenih 
tehnik za ločbo in analizo zmesi (20). Je glavno in celostno analitično orodje, ki se uporablja 
v vseh fazah odkrivanja, razvoja ter proizvodnje učinkovin. Gre za sklopitev procesa 
separacije (kolonska kromatografija) in detekcije analita (npr. UV-VIS detektor). Pri 
separaciji je ključnega pomena prisotnost dveh faz: stacionarne ter mobilne, do katerih ima 
zmes analitov različno afiniteto. Mobilna faza služi za transport analita skozi kolono, 
medtem ko stacionarna faza predstavlja porozni medij, skozi katerega mobilna faza potuje 
(21). Na zadrževanje analitov v stacionarni fazi močno vplivajo kemijske ter fizikalne 
interakcije, velik vpliv pa ima tudi polarnost. Na osnovi polarnosti analita, ustrezno izberemo 
polarnost stacionarne in mobilne faze. Velja namreč, da se podobno topi v podobnem, kar 
pomeni, da se bo v primeru polarne stacionarne faze polaren analit na njej zadrževal dlje 
časa in obratno v primeru nepolarne stacionarne faze. 
Glede na polarnost stacionarne faze ločimo dve vrsti kromatografij: normalnofazno ter 
reverznofazno. Pri normalnofazni kromatografiji je stacionarna faza  polarna, mobilna pa 
nepolarna (npr. kloroform, heksan, heptan). Za reverznofazno  velja ravno obratno: 
stacionarna faza je nepolarna, mobilna pa polarna (npr. acetonitril, voda, metanol, etanol), 
kar pomeni, da se pri ločbi najprej izloči polaren analit, kasneje pa še nepolaren, in sicer 
zaradi disperzijskih sil (hidrofobne ali van der Waalsovih interakcije) s stacionarno fazo. V 
praksi se najpogosteje izvaja reverznofazna kromatografija, in sicer v skoraj 90 % vseh 
analiz na vzorcih z nizko molekulsko maso. Eden glavnih vzrokov za njeno visoko 
priljubljenost je sposobnost razlikovanja zelo podobnih spojin ter enostavnost spreminjanja 
retencije in selektivnosti (21, 22, 23). 
1.5.2 Zgradba HPLC sistema 
▪ Rezervoar topil: namenjen je shranjevanju topil za nemoteno in kontinuirano delovanje 
HPLC sistema. Lahko je opremljen s sistemom za razplinjevanje in posebnimi filtri za 
zaščito topil pred okoljskimi vplivi. 
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▪ Črpalka: omogoča konstanten in neprekinjen pretok mobilne faze skozi sistem; 
sodobnejše črpalke omogočajo nadzorovano in natančno mešanje različnih topil iz 
različnih rezervoarjev. Glede na sestavo mobilne faze ločimo izokratsko ter gradientno 
ločbo. Pri izokratski ločbi je sestava mobilne faze konstantna, uporablja se za enostavne 
ločbe, za določanje vsebnosti. Pri gradientni ločbi se sestava mobilne faze časovno 
spreminja: mešanje topil, povečanje deleža topila z večjo elucijsko močjo, uporablja pa 
se pri bolj kompleksnih ločbah, npr. ob prisotnosti morebitnih nečistot. 
▪ Injektor: omogoča injiciranje vzorca v tok mobilne faze še preden ta vstopi v kolono. 
Sodobni injektorji so avtomatski vzorčevalniki, ki omogočajo programirano injiciranje 
različnih volumnov vzorcev iz vial, ki se nahajajo v posebnem stojalu za avtomatizirano 
delovanje. 
▪ Kolona: je srce HPLC sistema, saj v njej poteka ločba analitov v vzorcu. Predstavlja tisti 
del HPLC sistema, kjer mobilna faza pride v stik s stacionarno fazo, kar omogoča 
porazdelitev analitov med obema fazama. 
▪ Detektor: je naprava, ki služi neprekinjenemu zaznavanju specifičnih fizikalnih (včasih 
tudi kemičnih) lastnosti analita, ki se eluira iz kolone.  Dandanes se v farmacevtski 
analizi najpogosteje uporablja UV-VIS detektor, ki omogoča spremljanje in 
neprekinjeno zaznavanje absorbance pri določeni izbrani oz. več izbranih valovnih 
dolžinah, ali snemanje spektra absorbance v odvisnosti od valovne dolžine (DAD) (21). 
• DAD (Diode array detector oz. detektor z nizom diod) je del aparature, 
sestavljen iz dvodimenzionalnega modela diod in prizme, ki služi za 
detekcijo organskih komponent. Svetloba v območju 190 – 1100 nm prehaja 
celico oz. kiveto, nato pa jo prizma dispergira tako, da svetloba različnih 
valovnih dolžin pade na različne diode. Najpogosteje se uporablja za 
snemanje UV-VIS absorbcijskih spektrov analitov. Glavna prednost DAD je 
možnost izbire najboljše valovne dolžine za analizo določenega vzorca (24). 
Poleg tega omogoča oceno čistote signala oz. »peak purity«, tako da se 
primerja spekter absorbance v različnih točkah signala. Če je ta enake oblike 
v vseh točkah in se razlikuje le po intenziteti, lahko z veliko verjetnostjo 
trdimo, da se eluira le ena spojina. Nasprotno, če se absorbcijski spektri v 
različnih delih signala razlikujejo, to načeloma pomeni, da poteka koelucija 




Slika 13: Shematski prikaz delovanja HPLC sistema (povzeto iz reference 25). 
 
1.5.3 Osnovni kromatografski parametri 
Za opis kromatografskega sistema, kolone in ločbe delcev se v praksi največkrat uporabljajo 
naslednji parametri: 
- Retencijski čas (tR) 
- Mrtvi čas (t0) 
- Retencijski volumen (VR) 
- Mrtvi volumen (VM) 
- Višina kromatografskega vrha (h) 
- Širina kromatografskega vrha (w) 
- Retencijski faktor (k) 
- Učinkovitost (N) 
- Selektivnost (α) 
- Resolucija (R) 
Retencijski čas je čas, ki je potreben, da se iz kolone izloči komponenta  (pot od injektorja 
do detektorja).  
Mrtvi čas je čas potovanja neretiniranega topila (mobilne faze) od injektorja do detektorja. 
Eksperimentalno ga iz kromatograma določimo tako, da na kolono injiciramo snov, ki se 
na koloni ne zadrži.  
Retencijski volumen je volumen mobilne faze, ki je potreben za potovanje komponente od 
injektorja do detektorja. Izračunamo ga lahko s pomočjo retencijskega časa in hitrostjo 
pretoka (F) po naslednji enačbi:  
VR = tR × F                                                                                                             (Enačba 1) 
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Mrtvi volumen je volumen mobilne faze, ki je potreben, da se neretinirana komponenta 
analita izloči iz kolone. Izračunamo ga lahko s pomočjo mrtvega časa in hitrostjo pretoka 
(F) po naslednji enačbi:  
V0 = t0 × F                                                                                                             (Enačba 2 ) 
Višina kromatografskega vrha se meri od bazne linije do vrha signala. 
Širina kromatografskega vrha se odčita na ½ višine vrha. 
 
Slika 14: Prikaz osnovnih kromatografskih parametrov (povzeto iz reference 26). 
Retencijski faktor je merilo zadrževanja spojine v določenem kromatografskem sistemu pod 
določenimi pogoji, opredeljen kot:  
                                                                                             (Enačba 3) 
Kjer VR predstavlja retencijski volumen analita, V0 mrtvi volumen, tR retencijski čas analita 
in t0 mrtvi čas. Retencijski faktor je uporaben parameter zaradi svoje neodvisnosti od 
dimenzij kolone ter pretoka mobilne faze, vseeno pa nanj močno vplivajo vsi ostali 
kromatografski pogoji. 
Učinkovitost se odraža s številom teoretskih podov, ki nam poda informacijo o tem, 
kolikokrat se topljenec porazdeli med stacionarno in mobilno fazo pri potovanju skozi 
kolono. Izračunamo jo po naslednji enačbi:  
𝑁 =  5.54(
𝑡𝑅
𝑊ℎ/2





                                                                            (Enačba 4) 
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Kjer tR predstavlja retencijski čas analita, Wh širino vrha na bazni liniji, Wh/2 pa širino vrha 
pri njegovi polovični višini. Na število teoretskih podov poleg analita vpliva tudi kolona, 
njena temperatura, mobilna faza in retencijski čas. Ožji kot je vrh, višje je število teoretskih 
podov in posledično je večja učinkovitost. 
Selektivnost je zmožnost kromatografskega sistema, da loči dva različna analita in je 
definirana kot razmerje retencijskih faktorjev obeh analitov:  
    𝛼 =
𝑘2
𝑘1
                                                                                                               (Enačba 5) 
Resolucija je merilo ločljivosti vrhov dveh komponent in se izračuna po enačbi:  
                                                                                                     (Enačba 6) 
O dobri ločljivosti govorimo, ko sta vrhova ločena na bazni liniji, kar pomeni, da mora biti 
R > 1.5. Na ločljivost vpliva retencijski faktor, za katerega velja, da se nahaja v območju 
med 2 in 10. Če je k < 2, pomeni, da je analit premalo časa na koloni, da bi se lahko izrazile 
razlike v zadrževanju, če pa je k > 10, se resolucija ne izboljša več, podaljša pa se čas ločbe 
in zmanjša občutljivost. Prav tako na resolucijo vpliva selektivnost, ki mora biti večja od 1,2 
(21, 27). 
1.5.4 Primerjava HPLC in UHPLC 
HPLC in UHPLC sta dve zelo podobni metodi ločevanja tekočinske kromatografije. HPLC 
je v znanosti znan že od leta 1960, medtem ko je UHPLC novejša metoda, ki je v uporabi 
od leta 2004. Obe metodi se lahko uporabljata pri različnih oblikah tekočinske 
kromatografije: tako pri normalnofazni kot tudi pri reverznofazni. Prav tako je obema skupen 
visok tlak za črpanje mobilne faze skozi kolono (pri HPLC je tlak < 400 bar, pri UHPLC < 
600 bar), se pa razlikujeta v zgradbi kolone: UHPLC kolona ima manjše delce, prav tako je 
manjši njen premer (pri HPLC je premer kolone približno 4,6 mm, pri UHPLC pa 2,1 mm, 
dimenzije delcev pri HPLC so 3-5 µm, pri UHPLC pa manjši od 2 µm) (28). 
Čeprav je večina laboratorijev že prešla na uporabo UHPLC, se tradicionalni HPLC sistem 
še vedno uporablja. Običajne HPLC kolone merijo v premeru 4.6 mm ter v dolžino 150 do 
250 mm. V primerjavi z UHPLC je HPLC metoda cenejša, prav tako je prenos metode na 
UHPLC zamudnejši in dražji. Konstantno segrevanje kolone zaradi visokega pritiska pri 
UHPLC lahko vodi v hitrejšo degradacijo kolone. Načeloma veljajo HPLC sistemi za 
robustnejše od UHPLC, tako pri sami uporabi (npr. manjša možnost zamašitve kapilar zaradi 
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debelejšega premera), kakor tudi v smislu analize (npr. retencijski časi so pri HPLC bolj 
ponovljivi) (23, 28, 29). 
Prednost UHPLC je predvsem hitrost, saj v krajšem času daje enake oz. lahko še boljše 
rezultate kot HPLC. Zaradi krajše kolone ter manjših delcev v koloni omogoča tudi boljšo 
resolucijo. Čeprav je cena nakupa UHPLC višja, so, zaradi majhne porabe topil, kar je 
posledica manjših pretokov in krajšega časa analize zaradi boljše resolucije, stroški uporabe 



























2 NAMEN DELA 
Pri racionalnem pristopu pri razvoju novih zdravilnih učinkovin spojine najprej testiramo na 
izolirani tarči (npr. encimu), nato pa tiste, ki so izkazovale želene učinke na izolirani tarči, 
testiramo na kompleksnejšem sistemu (npr. celicah, ki izražajo encim). Večkrat se zgodi, da 
spojina izkazuje željene učinke na izolirani tarči, a je povsem brez učinka na 
kompleksnejšem sistemu. Ravno to se je pokazalo pri spojinah LR057 in GBB102, ki sta 
ireverzibilna zaviralca imunoproteasoma. Vzrokov za to je lahko več: kemijska nestabilnost 
zaviralcev, metabolizem, slaba topnost, slabo prehajanje plazemske membrane, vezava na 
proteine in še bi lahko naštevali. Pomembno je, da vemo, kaj je vzrok odsotnosti učinka. Če 
je vzrok le slabo prehajanje plazemske membrane, lahko to izboljšamo npr. z ustrezno 
modifikacijo spojine. 
Strategijo, kako se lotiti opisanega problema, so dobro opisali K. B. Teuscher et al (30). V 
omenjeni publikaciji opisujejo, kako so določili intracelično koncentracijo štirim spojinam. 
Pri tej strategiji so za določanje znotrajcelične koncentracije spojin uporabili HPLC sistem 
z DAD detektorjem. Namen te magistrske naloge je poskusiti, ali je strategija, ki je opisana 
v članku K. B. Teuscher et al., prenosljiva in uporabna za spojine, sintetizirane na Fakulteti 
za farmacijo, natančneje: za spojini LR057 in GBB102. Opisana strategija ima namreč 
prednost v tem, da je za merjenje koncentracije uporabljen DAD detektor, ki je bistveno 
enostavnejši za uporabo od masnega detektorja. Pri praktičnem delu bomo, kolikor bo 




3 MATERIALI IN METODE 
Vzorci: 
Uporabljeni spojini LR057 ter GBB102 je na fakulteti za farmacijo (Katedra za 
farmacevtsko kemijo) sintetiziral doc. dr. Izidor Sosič, mag. farm. 
Kemikalije: 
➢ Dimetil sulfoksid (DMSO), C2H6OS (EMSURE®, CAS-No:67-68-5, Merck, 
Nemčija) 
➢ Metanol (MeOH), CH3OH (LiChrosolv®, CAS-No:67-56-1, Merck KGaA, 
Nemčija) 
➢ Izopropanol (i-Pr), C3H8O (LiChrosolv®, CAS-No:67-63-0, Merck KGaA, 
Nemčija) 
➢ Acetonitril (ACN), CH3CN (LiChrosolv®, CAS-No:75-05-8, Merck KGaA, 
Nemčija) 
➢ Bidestilirana voda (H2O) (MILLIPORE® Advantage A10,  
➢ Trifluorocetna kislina (TFA), CF3CO2H (Honeywell, Fluka, Lot. No.:J094BIL, 
Izrael) 
➢ Mravljična kislina, CH2O2 (Kemika, Index No.: 607-001-00-0, Zagreb) 
➢ L-Cysteine (Fluka BioChemika, 52-90-4 EINECS: 2001582) 
➢ Medij za gojenje celic brez dodatkov (SIGMA® Life Science, RPMI-1640 Medium, 
LOT.No.:RNBF9497) 
➢ Medij za gojenje celic z dodatki (SIGMA® Life Science, RPMI-1640 Medium, 
LOT.No.:RNBG2072) 
• Dodatki:  
▪ FBS 10% (fetalni goveji serum ) 
▪ Ab/Am (Antibiotic-Antimycotic) 
▪ L-glutamin 
Aparature: 
➢ Tehtnica (METTLER TOLEDO AG245, DKD-K-14701) 
➢ Digestorij (VARIOLAB Mobilien W 90) 
➢ Hladilnik (LIEBHERR Economy) 
➢ LAF komora (Iskra PIO MC12-2) 
➢ Centrifugirka (Centric 400 R) 
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➢ Mikrotitrski čitalec (Biotek® Synergy HT) 
➢ Stresalnik (IKA® KS 130 basic) 
➢ Ultrazvočna kopel (Iskra Pio d.o.o. Sonis 4) 
➢ UHPLC (DIONEX UltiMate 3000 Autosampler z detektorjem DAD) 
➢ Kromatografske kolone: 
▪ Waters® (Irska) Acquity UPLC® HSS C18 SB 1,8 µm, 2,1 mm × 50mm 
▪ Waters® (Irska)Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 µm, 2,1 mm × 100 mm 
Dobljene rezultate smo obdelali s pomočjo programa Chromeleon© Dionex 7.2.9.11323. 
Ostala oprema: 
➢ HPLC viale (CLEAN PACK 24019189, 32 x 11,6) 
➢ Pipete (Brand Transferpette 100 - 1000µl) 
➢ Injekcijske brizge (Chirana 1ml TUBERCULIN LUER) 
➢ Filtri za injekcijske brizge (CHROMAFIL® Xtra RC-45/13) 
➢ Nastavki za pipete  
➢ Laboratorijska steklovina  
 
3.1 Postavitev metode LR057 
Nastavitve naprave UHPLC z DAD: 
o Pretok: 0,4 ml/min 
o Temperatura kolone: 40 °C 
o Volumen injiciranega vzorca: 5 µL 
o Valovna dolžina: 314 nm 
o Kolona: Waters® Acquity UPLC® HSS C18 SB 
o Komponente mobilne faze: D – ACN + 0,1 % TFA in A – H2O + 0,1 % TFA   
Pred vsakim injiciranjem smo kolono 3 minute spirali z mobilno fazo s sestavo: 25 % 
komponente D in 75 % komponente A. Po injiciranju se je delež komponente D v 7 minutah 
linearno povečal iz 25 % na 75 % ter ostal v tem razmerju še 3 minute. Celoten proces 




Slika 15: Prikaz spremembe deleža mobilnih faz v odvisnosti od časa. 
 
3.2 Postavitev metode za GBB102  
Nastavitve naprave UHPLC z DAD: 
o Pretok: 0,4 mL/min 
o Temperatura kolone: 50 °C 
o Volumen injiciranega vzorca: 5 µL 
o Valovna dolžina: 300 nm 
o Kolona: Waters® Acquity UPLC® BEH Phenyl 
o Komponente mobilne faze in spreminjanje deležev posamezne komponente s 












4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Meja detekcije/ kvantifikacije  
4.1.1 LR057 
Najprej smo pripravili osnovno raztopino: natehtali smo približno natančno 1,00 mg spojine 
LR057 v mikrocentrifugirko in dodali ustrezno količino DMSO, da je bila koncentracija 
pripravljene raztopine 1,00 mg/mL. Tako pripravljeno raztopino smo najprej redčili 10× in 
nato še 5×. Pripravljene raztopine smo po vsaki uporabi shranili v zamrzovalnik. 
Pred redčenjem smo najprej pripravili topilo za redčenje, in sicer zmes ACN in vode v 
razmerju 80:20. 
Redčenje je potekalo tako, da smo 100 µL osnovne raztopine (c = 1,00 mg/mL) dodali 900 
µL predhodno pripravljene zmesi ACN in vode. Tako smo dobili raztopino s koncentracijo 
0,1 mg/mL. Postopek smo ponovili tako, da smo dobili raztopine s koncentracijo: 0,0001 
mg/mL, 0,00001 mg/mL in 0,000001 mg/mL. Pri določanju meje detekcije in kvantifikacije 
je zelo pomembno, da vzorce razvrstimo od najnižje do najvišje koncentracije zaradi 
morebitnega učinka prenosa (carry over), kar bi lahko vplivalo na meritve. 
Glede na dobljene rezultate smo nato naredili še serijo redčitev, kjer je bila stopnja redčenja 
manjša, da smo lahko natančneje določili mejo detekcije in kvantifikacije. 
K 100 µL osnovne raztopine smo dodali 900 µL predhodno pripravljene mešanice vode in 
ACN, tako da smo dobili raztopino s koncentracijo 0,1 mg/mL. Tako pripravljeno raztopino 
smo nadalje redčili, tako da smo dobili raztopine s koncentracijo 0,02 mg/mL, 0,004 mg/mL, 
0,0008 mg/mL, 0,00016 mg/mL, 0,000032 mg/mL, 0,0000064 mg/mL in 0,00000128 
mg/mL. Vse vzorce smo pred analizo filtrirali skozi filter s 0,45 µm porami. 
4.1.2 GBB102 
Po enakem postopku kot za spojino LR057 smo pripravili serijo raztopin različnih 
koncentracij še za spojino GBB102. 
Pri tej spojini nismo dobili simetričnih signalov na koloni tipa C18, čeprav smo uporabili 
enako gradientno metodo kot pri spojini LR057. Zato smo se odločili, da z enako gradientno 
metodo kot pri LR057 poskusimo še na fenilni koloni. Signal za GBB102 je bil simetrične 
oblike in z ustreznim retencijskim časom.  
4.2 Topnost 
Za preverjanje topnosti smo pripravili dve skupini raztopin, in sicer smo v prvi skupini za 
topilo uporabili samo vodo, v drugi skupini pa vodo in ACN v razmerju 50:50. 
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Vzeli smo cca. 0,5 mg trdne spojine (LR057 oz. GBB102) ter jo suspendirali v bidestilirani 
vodi (1 mL). Nato smo mikrocentrifugirko postavili na stresalnik za 1 uro pri sobni 
temperaturi. Mikrocentrifugirke z raztopinami smo centrifugirali in supernatant pred analizo 
filtrirali (0,45 µm). Drugi vzorec smo pripravili tako, da smo raztopino za 1 uro postavili na 
stresalnik in ga tam pustili še 24 ur. Želeli smo preveriti, ali ima na določeno koncentracijo 
vpliv tudi hitrost raztapljanja spojine. Za slepa vzorca smo uporabili bidestilirano vodo, 
vzorec standarda pa je bil sestavljen iz 10 µL osnovne raztopine in 990µL topila (ACN in 
voda v razmerju 50:50). 
Postopek je bil enak za obe trdni spojini: LR057 in GBB102. 
4.3 Stabilnost 
Preverjanje stabilnosti je bil eden izmed ključnih parametrov, saj smo želeli dobiti 
informacijo, ali sta naši spojini sploh primerni za delo na celicah. 
Stabilnost obeh spojin smo preverjali v dveh različnih medijih: eden z in drugi brez 
dodatkov. Za nas je bil relevantnejši serum z dodatki, saj je vseboval tudi serumske proteine 
in smo tako dobili najbolj objektivno sliko obnašanja spojine pri nadaljnjih raziskavah na 
celicah.  
Najprej smo izračunali redčitev, ki je bila potrebna za pripravo koncentracije (približno 50 
µM), ki je bila v območju koncentracij, uporabljenih pri delu s celicami. Pri LR057 smo 
vzeli 20 µL osnovne raztopine in jo z ACN/i-Pr ter vodo redčili do 1000 µL, pri GBB102 pa 
smo vzeli 20 µL in redčili do 1200 µL.  
Slepe: 
• serum z dodatki + i-Pr (700 µL + 700 µL) 
• serum z dodatki + ACN (700 µL + 700 µL) 
• serum brez dodatkov + i-Pr (700 µL + 700 µL) 
• serum brez dodatkov + ACN (700µL + 700µL) 
Raztopine standardov: 
• izhodna raztopina LR057 + ACN + voda (20 μL + 490 μL + 490 μL) 
• izhodna raztopina LR057 + i-Pr + voda (20 μL + 490 μL + 490 μL) 
• izhodna raztopina GBB102 + ACN + voda (20 μL + 590 μL + 590 μL) 




• LR057 v serumu z dodatki + ACN + voda (100 µL + 700 μL + 700 µL) 
• LR057 v serumu z dodatki + i-Pr + voda (100 µL + 700 µL + 700 µL) 
• LR057 v serumu brez dodatkov + ACN + voda (100 µL + 700 µL + 700 µL) 
• LR057 v serumu brez dodatkov + i-Pr + voda (100 µL + 700 µL + 700 µL) 
 
Vzorci GBB102: 
• GBB102 v serumu z dodatki + ACN + voda (100 µL + 700 μL + 700 µL) 
• GBB102 v serumu z dodatki + i-Pr + voda (100 µL + 700 µL + 700 µL) 
• GBB102 v serumu brez dodatkov + ACN + voda (100 µL + 700 µL + 700 µL) 
• GBB102 v serumu brez dodatkov + i-Pr + voda (100 µL + 700 µL + 700 µL) 
 
Dobljene vzorce smo nato centrifugirali 5 min z 20000 × g, da so se proteini posedli. Po 
končanem centrifugiranju smo bili posebno pozorni, da mikrocentrifugirk nismo  preveč 
tresli, saj bi se lahko sediment resuspendiral. Kljub temu smo po centrifugiranju supernatant 
pred meritvami na UHPLC še prefiltrirali.  
Z ugotavljanjem stabilnosti učinkovin smo nadaljevali na mikrotitrskem čitalcu, kjer smo 
merili absorbanco v odvisnosti od časa. Najprej smo pomerili absorpcijske spektre 
posameznima spojinama in izračunali ustrezne koncentracije naših spojin ter redčitve: za 
LR057 smo vzeli 16,2 µL osnovne raztopine in redčili do 300 µL s serumom z dodatki, za 
GBB102 pa smo izračunali 10,45 µL, ki smo ga prav tako redčili do 300 µL. Izbrali smo 
takšno koncentracijo posamezne spojine, da je imela dobljena raztopina absorbanco pri 
absorpcijskem maksimumu približno 0,8. 
Pripravili smo oba vzorca ter dve slepi, ki sta vsebovali samo serum z dodatki in smo ju 
postavili na prvo ter zadnje mesto za meritev. Mikrotitrski čitalec je meril absorbanco 12 ur 
s 5 minutnim intervalom med posamezno meritvijo. 
4.3.1 Stabilnost LR057 v raztopini s cisteinom 
Ker so rezultatih meritev na mikrotitrski plošči s serumom nakazovali na  razpad spojine 
LR057, smo izvedli še preizkus s cisteinom. Gre za aminokislino, ki je dober nukleofil, saj 
vsebuje amino skupino in tiol, obe prisotni tudi pri večini proteinov. Sklepali smo, da če je 
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naša spojina občutljiva na nukleofilni napad, bo zagotovo reagirala tudi s cisteinom, kar 
bomo nadalje dokazali s HPLC  analizo. 
Pripravili smo 10 mL 50 mM raztopine L-cisteina: 60,58 mg cisteina smo raztopili v 10 mL 
vode in si pri raztapljanju pomagali z ultrazvočno kadičko. Tako smo dobili raztopino, iz 
katere smo nato pripravljali vzorce. Ker je bila topnost v vodi dokaj slaba, smo nadalje 
preizkusili še z dodajanjem MeOH in ACN. V prvo mikrocentrifugirko  smo dali 500 µL 
raztopine cisteina ter 500 µL MeOH, v drugo pa 500 µL raztopine cisteina in 500 µL ACN. 
Ker je bila topnost boljša ob dodatku ACN, smo ga dodali tudi pri naših vzorcih za analizo 
na UHPLC. Vse vzorce smo inkubirali na sobni temperaturi približno 1 uro, en vzorec pa 
smo nato še 1 uro segrevali. 
Pripravili smo 4 vzorce: 
• Slepa (500 µL raztopine cisteina + 400 µL ACN) Ccistein = 27,28 mM 
• Cistein z LR057 (500 µL raztopine cisteina + 400 µL ACN + 100 µL osnovne 
raztopne LR057) Ccistein= 25,00 mM, CLR057= 0,29 mM 
• Segret cistein z LR057 (500 µL raztopine cisteina + 400 µL ACN + 100µL 
osnovne raztopne LR057) Ccistein = 25,00 mM, CLR057= 0,29 mM 
• LR057 v vodi (100 µL osnovne raztopine LR057 + 400 µL ACN + 500 µL vode) 
CLR057= 0,29 mM. 
 
Vse vzorce smo prefiltrirali v viale in v enakem zaporedju analizirali z UHPLC. 
 
4.4 Delo na celicah (GBB102) 
4.4.1 Priprava vzorca 
Na analitski tehtnici smo natehtali 1,04 mg spojine GBB102 in s pomočjo njene molekulske 
mase (348,35 g/mol) izračunali volumen DMSO, ki smo ga morali dodati naši spojini, da bi 
dobili koncentracijo 25 mM. Volumen DMSO je znašal 119,42 µL. 
Z delom smo nadaljevali na THP-1 suspenzijskih celicah, ki smo jih najprej dobro pretresli 
v vsebniku, kjer so bile gojene. Iz vsebnika smo vzeli 20µL celic ter jim dodali enako 
količino tripanskega modrila. S pomočjo modrila smo namreč lahko ločili med živimi in 
mrtvimi celicami - tripansko modrilo lahko vstopi skozi poškodovano membrano v celico in 
jo tako obarva. V enem kvadrantu na hemocitometru smo prešteli število živih (neobarvanih) 
celic in po naslednji enačbi izračunali število celic v enem mililitru. 
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Št. celic/mL = ((A+B+C+D))/4 × f × 104                                                               (Enačba 7) 
V enačbi parametri A, B, C, D predstavljajo število živih celic v enem kvadrantu, parameter 
f pa predstavlja faktor redčenja s tripanskim modrilom. 
Pripravili smo 20 mL celične kulture s koncentracijo 1×106 celic/mL. Naredili smo dve 
biološki ponovitvi.  
Nadalje smo v LAF komori naš vzorec s spojino GBB102 tisočkrat redčili s celičnim 
medijem obeh bioloških ponovitev, da smo dobili koncentracijo 25 µM (vzeli smo 2µL 
vzorca in mu dodali 2 mL celične kulture). Sledila je inkubacija, ki je trajala približno 2 uri. 
Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali, da so se celice posedle na dno mikrocentrifugirke. 
Supernatant smo odpipetirali ter dodali nov medij (10 mL), saj ga celice sproti izrabljajo. 
Zopet smo 2 uri inkubirali, nato pa smo iz vsake paralele prenesli po 2 mL inkubirane zmesi 
v mikrocentrifugirke ter jih centrifugirali. Supernatant smo odstranili in ga takoj zamrznili 
na -80℃, s čimer smo preprečili razpad spojin. V nadaljevanju smo ga namreč potrebovali 
za UHPLC analizo. Celicam, ki so ostale v mikrocentrifugirki, smo dodali 1 mL PBS pufer, 
da smo odstranili morebitne ostanke supernatanta ter mikrocentrifugirko znova 
centrifugirali, tokrat na višjih obratih.  
Za razpad celic smo centrifugirani mikrocentrifugirki dodali 50µL visoko prečiščene vode. 
Celice so zaradi hipotoničnega okolja nabrekle in počile. Dodatno smo si pomagali s 
stresalnikom, kjer je močno stresanje pripomoglo k hitrejšemu razpadu celic. Na koncu smo 
izvedli še soniciranje, kjer so lizo celic spodbudile močne vibracije, ki so prihajale iz 
ultrazvočne sonde. Vsi trije pristopi so tako doprinesli k popolnemu razpadu celic.  
Nadalje smo vzorec centrifugirali 15 min pri 20000 × g, s čimer smo dosegli posedanje 
celičnih organelov, fragmentov membran ter jedra. Po končanem centrifugiranju smo spodaj 
lahko videli majhno opalescentno ploščico, ki je bila zelo zbita (celični organeli). 







4.4.2 DC metoda (merjenje proteinov) 
Za merjenje koncentracije proteinov smo uporabili DC metodo in komercialno dostopen 
reagenčni komplet. Pri delu smo sledili navodilom proizvajalca. 
Standard smo pripravili tako, da smo zatehtali 10 mg albuminov iz govejega seruma (BSA) 
standarda in jih raztopili v 1 mL vode, nato pa s to raztopino pripravili raztopine standardov 
v lizatnem pufru po naslednji shemi: 
Tabela I: Prikaz priprave standardov različnih koncentracij iz pufra ter BSA. 
Cstandarda (mg/mL) Volumen pufra (µL) Volumen BSA (10mg/mL) 
0,2 24,50 0,50 µL 
0,5 23,75 1,25 µL 
0,8 23,00 2,00 µL 
1,0 22,50 2,50 µL 
1,5 21,25 3,75 µL 
 
Nato smo vzeli 1mL reagenta A ter mu dodali 20µL reagenta S. Tako smo dobili reagent A`, 
ki je stabilen en teden. 
V nadaljevanju smo na mikrotitrsko ploščo napipetirali standarde v vsaj dveh ponovitvah; 
najprej vzorec, nato A` in potem še B: 
Tabela II: Priprava vzorcev za merjenje absorbance. 
Cstandarda (mg/mL) Vvzorec (µL) Vlizatni pufer (µL) Vreagent A' (µL) Vreagent B (µL) 
0,2 5 / 25 200 
0,5 5 / 25 200 
0,8 5 / 25 200 
1,0 5 / 25 200 
1,5 5 / 25 200 
Vzorec 5 / 25 200 
Slepa 7 5 25 200 
 
Mikrotitrsko ploščo smo potem stresali 5 sekund in nato s pipeto popokali mehurčke. Po 
15min smo izmerili absorbanco pri 750 nm. 
Koncentracijo proteinov namreč merimo za normalizacijo rezultatov namesto štetja celic, 
saj enaka koncentracija proteinov v vzorcih pomeni enako izhodno število celic.  
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 LR057 
5.1.1 Meja detekcije in kvantifikacije  
Meja detekcije oz. meja zaznavnosti je najmanjša količina analita v vzorcu, ki jo lahko v 
predpisanih eksperimentalnih pogojih zaznamo, vendar ne nujno tudi kvantitativno 
ovrednotimo. Določimo jo tako, da primerjamo signal z znano nizko koncentracijo analita s 
signalom brez analita. Razmerje med signalom in šumom: S/N=3/1. 
Meja kvantifikacije oz. meja določljivosti je najmanjša količina analita v vzorcu, ki jo lahko 
v predpisanih eksperimentalnih pogojih kvantitativno ovrednotimo z ustrezno točnostjo in 
natančnostjo. Minimalno razmerje med signalom in šumom: S/N=10/1. 
Mejo detekcije in mejo kvantifikacije smo določili z namenom, da smo ugotovili, pri kateri 
minimalni koncentraciji bi bilo še smiselno meriti ostale parametre, ki smo jih preverjali v 
nadaljevanju raziskovanja naših spojin. 
Dobljeni kromatogrami so bili na meji sprejemljivosti, saj je bazna linija zelo zanihala že pri 
slepi meritvi. Najverjetneje je vzrok v starejši koloni, ki smo jo uporabljali oz. nečistotah iz 
samega HPLC sistema. Za določanje meje detekcije smo se zanesli na grafično določitev 
glede na razmerje signal/šum. Mejo detekcije smo tako določili pri koncentraciji 0,0000064 
mg/mL, mejo kvantifikacije pa pri koncentraciji 0,000032 mg/mL. 
 





Slika 17: Kromatogram pri koncentraciji 0,00000128 mg/mL. 
 
 







5.1.2 Topnost  
Topnost naše spojine po 1 h in 24 h smo primerjali s standardom. Na kromatogramu po 1 h 
signala za spojino ne opazimo, kar kaže na to, da se spojina verjetno še ni začela raztapljati. 
Po 24 urah je odziv, ki ustreza spojini, dobro viden. 
 
Slika 19: Kromatogram topnosti standarda. 
 




Slika 21: Kromatogram topnosti po 24h. 
Izračunali smo tudi koncentracijo raztopljenega vzorca po 24 urah (koncentracija standarda 






  Cvz = 0,0014 mg/mL   
Glede na dobljen rezultat smo izračunali, da bi za raztapljanje 1 g spojine LR057 potrebovali 
700 L vode, kar jo uvršča v razred praktično netopnih spojin.                                                               
5.1.3 Stabilnost  
5.1.3.1 Stabilnost v ACN in serumu po centrifugiranju   
Najprej smo preverili stabilnost spojine LR057, raztopljene v ACN, v nadaljevanju pa še v 
izopropanolu. Vzorcem smo dodali serum z oz. serum brez dodatkov, vendar nam je serum 
brez dodatkov služil le za kontrolo - za nas je bil ključnega pomena serum z dodatki, saj se 
testi na celicah izvajajo s serumom z dodatki. Pripravljene vzorce smo centrifugirali, da smo 





Slika 22: Kromatogram spojine LR057 v ACN. 
 
 




Slika 24: Kromatogram ACN in seruma z dodatki.  
Po končani UHPLC meritvi, smo na podlagi dobljenih AUC izračunali izkoristek po 
obarjanju, kjer smo primerjali velikost površine kromatografskega vrha (AUC) za LR057 
samo v ACN/i-Pr in tisto, kjer je bil dodan še serum z dodatki: 
Izkoristek =
AUC (LR057 v ACN in serumu z dodatki)




x 100% = 2,0%                                       
5.1.3.2 Stabilnost v izopropanolu in serumu po centrifugiranju 
 





Slika 26: Kromatogram spojine LR057 v izopropanolu in serumu z dodatki. 
 
Izkoristek =
AUC (LR057 v izopropanolu in serumu z dodatki)




x 100% = 0,64%  
Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da je izkoristek v obeh primerih zelo nizek, a je pri 
dodatku ACN malo večji. Na obeh kromatogramih lahko zasledimo močno znižanje vrha za 
LR057 ob dodatku seruma z dodatki. Za primerjavo, ob dodatku seruma brez dodatkov, se 
je vrh spojine z izopropanolom prav tako močno znižal, a je bila vrednost višja, kot pri 
serumu z dodatki: višina kromatografskega vrha je pri izopropanolu znašala 5,868 mAU, pri 
ACN pa 9,536 mAU. Nizek izkoristek lahko pomeni, da se velik del naše spojine veže na 
proteine oz. tvori interakcije z drugimi molekulami v serumu ali pa razpade. Zadnje smo 
preverili s testom stabilnosti s serumom z dodatki. 
5.1.3.3 Določanje ustrezne valovne dolžine 
Z mikrotitrskim čitalcem smo želeli določiti, pri kateri valovni dolžini ima naša spojina 
absorbcijski maksimum, če jo raztopimo v serumu z dodatki. Ta se namreč lahko razlikuje 
od valovnih dolžin, ki smo jih določili ob postavitvi metode, saj topilo oz. ostali topljenci 
vplivajo na absorpcijski spekter. Najprej smo preračunali ustrezne koncentracije, da smo 
dobili absorbanco v območju med 0,1 in 0,6. Pomerili smo absorbanco seruma z dodatki 
(rdeča), ki je predstavljala naš slepi vzorec, ter LR057 v serumu z dodatki (zelena). Nato 
smo od absorbanc naše spojine odšteli slepe ter določili dva absorbcijska maksimuma: prvi 




Slika 27: Graf absorbance v odvisnosti od valovne dolžine za spojino LR057 v serumu z 
dodatki ter slepa meritev. 
Tabela III: Absorbanca spojine LR057 v obeh absorbcijskih maksimumih. 




5.1.3.4 Kinetika stabilnosti 
Pri valovnih dolžinah, ki smo jih dobili zgoraj, smo merili kinetiko stabilnosti v serumu, in 
sicer na vsakih 5 min v časovnem obdobju 12 ur. Spojino LR057 smo raztopili v serumu z 
dodatki, meritve pa smo izvajali pri temperaturi 37ºC. Na sliki 28 je za dano spojino (zelena 
krivulja) razvidno, da skozi čas njena koncentracija močno niha oz. pada. Če bi bila spojina 
LR057 stabilna v serumu, bi bila absorbanca konstantna, ali pa bi se kvečjemu rahlo 
povečala zaradi izparevanja topila. Upad koncentracije je očiten tudi na grafu, ki ga prikazuje 
slika 29. Ker so dvojne vezi bojne glave spojine LR057 konjugirane z psolarenom, 
sprememba na bojni glavi vpliva na absorpcijo. Ob adiciji nukleofila na bojno glavo se 
konjugiranost zmanjša in posledično se absorpcijski maksimum pomakne k nižjim valovnim 
dolžinam. To je najverjetnejša razlaga za opažen upad absorbance.  Seveda bi lahko potekla 
reakcija tudi na psolarenskem skeletu, a je to manj verjetno, sploh glede na to, da je bila 




Slika 28: Graf absorbance v odvisnosti od časa za spojino LR057 ter slepa meritev. 
 
 
Slika 29: Graf absorbance v odvisnosti od časa za spojino LR057. 
Dodatno smo želeli reaktivnost LR057 potrditi na bolj enostavnem sistemu. Visoka vezava 
na proteine, naj bo zaradi nekovalentnih ali kovalentnih interakcij, je namreč onemogočala 
potrditev reaktivnosti LR057 s HPLC. Nasprotno pa nekovalentne interakcije ne morejo biti 
vzrok v prisotnosti majhnega nukleofila, kot je cistein. Za zmanjšanje signala za LR057 je 
lahko vzrok le reakcija s cisteinom in ne adsorpcija. 
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5.1.3.5 Stabilnost LR057 v raztopini s cisteinom 
Cistein je neesencialna aminokislina, kar pomeni, da se v telesu sintetizira sam. Je dober 
nuklefil, saj v svoji strukturi vsebuje amino skupino, tiol ter karboksilno skupino. To je tudi 
razlog, da smo za preizkus stabilnosti LR057 izbrali prav to aminokislino, saj smo sklepali, 
da bo naša spojina v primeru slabe stabilnosti reagirala z dobrim nukleofilom. Kromatogram 
na sliki 30 nam pokaže, pri katerem retencijskem času se nahaja vrh naše spojine (LR057) v 
vodi, hkrati pa pokaže še dva druga (manjša) vrhova, nečistoti, ki najverjetneje izhajata iz 
kolone. Opazimo tudi, da v primeru LR057 v cisteinu (Slika 31) ni več opaznega glavnega 
vrha pri retencijskem času 5,133 min. Produkt, ki nastane s cisteinom, verjetno ni prisoten 
na tem kromatogramu, je pa zagotovo spojina reagirala s cisteinom. Iz danih kromatogramov 
lahko sklepamo, da LR057 v manjši meri razpada že v vodi, medtem ko s cisteinom hitro in 
popolnoma reagira. To potrjuje tudi kromatogram LR057, pri katerem smo želeli reakcijo 
pospešiti s segrevanjem, saj smo mislili, da bo reakcija potekla prepočasi. Kromatogram je 
bil povsem identičen tistemu s cisteinom pri sobni temperaturi. Glede na dobljene rezultate 
smo presodili, da spojina LR057 zaradi svoje slabe stabilnosti ni primerna za delo na celicah. 
 
 




Slika 31: Kromatogram spojine LR057 v cisteinu. 
 
 
Slika 32: Struktura aminokisline cisteina. 
 
5.2 GBB102 
5.2.1 Meja detekcije/ kvantifikacije  
Za določanje meje detekcije GBB102 smo najprej naredili 10-kratno redčitev, da smo dobili 
približno območje meje detekcije, nato pa še vmesne redčitve, da smo lahko te meje 
natančneje določili. Iz spodnjih kromatogramov je razvidno, da je meja detekcije za GBB102 
pri koncentraciji 0,00016 mg/mL, saj pri koncentraciji 0,000032 mg/mL vrha ne vidimo več. 
Na tem mestu je potrebno še dodati, da kromatogram za določanje meje detekcije ni ravno 
najboljši, ker je slika premajhna in je mejo detekcije težko razbrati. Zaradi težav z aparaturo 





Slika 33: Kromatogram pri koncentraciji 0,00016 mg/mL (meja detekcije). 
 
 




Slika 35: Kromatogram pri koncentraciji 0,004 mg/mL (meja kvantifikacije). 
 
 
Slika 36: Prikaz določitve ustrezne valovne dolžine za spojino GBB102. 
Slika 36 prikazuje, kako smo določili ustrezno valovno dolžino, pri kateri smo določali mejo 
detekcije/kvantifikacije ter vse parametre v nadaljevanju. Zgoraj desno dobimo 3 vrhove, 
vsakega s svojo valovno dolžino. Valovna dolžina prvega vrha (203,00 nm) daje največjo 
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občutljivost, tukaj bi lahko določili najnižjo koncentracijo, vendar samo se odločili za višjo 
valovno dolžino, to je 300 nm (max je pri 299,91), saj tako dosežemo večjo selektivnost. Pri 
203 nm namreč absorbirajo tudi amidi in estri, pri naslednjem absorpcijskem vrhu, ki znaša 
248,67 nm pa različne aromatske strukture (npr. tirozin, triptofan in mnoge druge naravne 
spojine). Čeprav komponente ločimo na kromatografski koloni, je pri bioloških vzorcih 
prisotnih toliko spojin, da se lahko koeluirajo z analitom. To pa predstavlja težavo, kadar se 
bližamo meji kvantifikacije oz. meji detekcije. Zato smo v nadaljevanju za določanje 
parametrov spojine GBB102 uporabili valovno dolžino 300 nm. 
5.2.2 Topnost 
Topnost spojine GBB102 v vodi smo primerjali s standardom, in sicer po 1. uri ter po 24. 
urah. Kot je razvidno na spodnjih kromatogramih, je koncentracija raztopljene spojine veliko 
manjša, kot pri standardu,  kjer je višina vrha 133,879 mAU. Po 1. uri je višina vrha 6,512 
mAU, po 24. urah pa rahlo več - 7,473 mAU, kar kaže na malo boljšo topnost spojine po 24. 
urah, a je ta še vedno zelo nizka. V nadaljevanju sledijo še izračuni koncentracij 
raztopljenega vzorca po 1. uri ter po 24. urah. Koncentracija standarda je bila 0,01 mg/mL. 
Zanimivo je, da je topnost GBB102 nižja od topnosti LR057, pričakovali smo namreč, da bo 
GBB102 bolje topna zaradi karboksilne skupine. Razlog bi lahko bil zelo počasna kinetika 
raztapljanja. 
 











  Cvz = 0,00048 mg/mL 
 







  Cvz = 0,00055 mg/mL 
Glede na dobljeni rezultat smo izračunali, da bi za raztapljanje 1 g spojine GBB102 





5.2.3.1 Stabilnost v ACN in serumu po centrifugiranju 
Rezultati stabilnosti GBB102 v ACN ter izopropanolu so dokaj slabi, saj je v obeh primerih 
izkoristek po obarjanju zelo nizek. Rahlo boljši izkoristek je v ACN, kjer znaša 7,08 %, 
medtem ko je v primeru izopropanola 6,08 %. Najverjetneje so temu vzrok interakcije med 
spojino ter  proteini v mediju z dodatki in ne kemijska nestabilnost, glede na rezultate 
stabilnosti dobljenih s čitalcem mikrotitrskih ploščic.  
 
Slika 40: Kromatogram spojine GBB102 v ACN. 
 
Slika 41: Kromatogram spojine GBB102 v ACN in serumu z dodatki. 
 
Izkoristek =
AUC (GBB102 v ACN in serumu z dodatki)




x 100% = 7,08% 
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5.2.3.2 Stabilnost v izopropanolu in serumu po centrifugiranju 
 
Slika 42: Kromatogram spojine GBB102 v izopropanolu. 
 
Slika 43: Kromatogram spojine GBB102 v izopropanolu in serumu z dodatki. 
 
Izkoristek =
AUC (GBB102 v izopropanolu in serumu z dodatki)











5.2.3.3 Določanje ustrezne valovne dolžine 
Preden smo preverili kinetiko stabilnosti, smo določili ustrezno valovno dolžino za našo 
spojino. Izračunali smo ustrezno koncentracijo naše spojine in na mikrotitrskem čitalcu 
dobili graf, ki je prikazan na sliki 44. Rdeča krivulja prikazuje slepo meritev (serum z 
dodatki), zelena pa naš vzorec (spojina GBB102 v serumu z dodatki). Od dobljenih 
rezultatov smo odšteli slepo ter določili absorpcijski maksimum (0,887) pri valovni dolžini 
303 nm. Pri tej valovni dolžini smo nadalje določali kinetiko stabilnosti. 
 
Slika 44: Graf absorbance v odvisnosti od valovne dolžine za spojino GBB102 v serumu z 
dodatki ter slepa meritev. 
 
5.2.3.4 Kinetika stabilnosti  
Graf na sliki 45 prikazuje kinetiko stabilnosti spojine GBB102 v serumu z dodatki. Rdeča 
krivulja prikazuje slepo meritev (serum z dodatki), temno modra pa je krivulja spojine 
GBB102 v serumu z dodatki. Zopet moramo od krivulje našega vzorca odšteti slepo, da 
dobimo prave vrednosti. Ostale krivulje predstavljajo meritve drugih spojin, ki za nas niso 
pomembne.  
Iz grafa je razvidno, da je naša spojina na začetku dokaj stabilna, saj je krivulja konstantna, 
kasneje pa začne upadati. Da se o tem prepričamo, iz dobljenih točk v prvih 3. urah narišemo 
bolj natančen graf (slika 46). Izkaže se, da je spojina prve 3 ure popolnoma stabilna, saj 
dobimo ravno krivuljo, brez večjih nihanj. Glede na to, da inkubacija s celicami poteka eno 




Slika 45: Graf absorbance v odvisnosti od časa za spojino GBB102 ter slepa meritev. 
 
 
Slika 46: Graf absorbance v odvisnosti od časa za spojino GBB102. 
 
5.2.4 Delo na celicah 
Za določanje koncentracije naše spojine GBB102 v celicah smo si pomagali z DC metodo 
za določanje proteinov. Meritve serumskih proteinov smo izvajali na mikrotitrskem čitalcu 
pri valovni dolžini 750 nm in sicer smo vzorec testirali v dveh paralelah (A in B), standarde 
pa v treh. DC metoda je temeljila na tvorbi kompleksa med Cu2+ ioni ter aminokislinami v 
zgradbi proteinov. Ker ta metoda ni absolutna, smo morali najprej narediti umeritveno 
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krivuljo iz standardov z znano koncentracijo (standardni protein BSA), ki so se nahajali v 
enakem pufru, kot naša spojina. 
Najprej smo izmerili absorbance standardom pri različnih koncentracijah, dobljenim 
vrednostim odšteli slepo meritev (tabela IV) ter narisali umeritveno krivuljo (slika 47).  






standarda in slepe meritve 
0,2 0,060000 -0,13475 
0,5 0,092667 -0,10208 
0,8 0,179333 -0,01542 
1,0 0,210667 0,015917 
1,5 0,231000 0,036250 
/ 0,346667 0,151917 
slepa 0,194750 / 
 
 
Slika 47: Umeritvena krivulja absorbance standardnega proteina BSA v odvisnosti od 
njegove koncentracije. 
Enak izračun smo naredili za vzorce s spojino. V zgoraj dobljeno enačbo umeritvene krivulje 
smo vstavili znano vrednost absorbance (Y) ter izračunali koncentracijo proteinov (x), ki 




















0,356 0,1870 -0,00775 3,077  
GBB102 
(paralela B) 
0,418 0,1605 -0,03425 2,520 
 
Izračunani vrednosti koncentracije proteinov se pri paralelah A in B nekoliko razlikujeta, 
verjetno je razlog v napaki pri izvajanju postopka, ki se je na koncu odrazila na rezultatu.   
Nato smo izvedli še meritve na UHPLC, kjer smo uporabili standard GBB102, GBB102 v 
celičnem gojišču brez celic, ter GBB102 v supernatantu celic, na katerih smo predhodno 
povzročili njihovo lizo. Kromatogram standarda GBB102 nam je služil za primerjavo, da 
smo vedeli, pri katerem retencijskem času lahko pričakujemo vrh spojine GBB102 pri drugih 
dveh meritvah.  
 
Slika 48: Kromatogram standarda spojine GBB102. 
Kromatogram spojine GBB102 v celičnem gojišču brez celic nam prikaže, koliko naše 
spojine je ostalo v prosti obliki v celičnem gojišču. Spojina, ki se je vezala na proteine, se je 
po obarjanju le-teh skupaj z njimi posedla. Vsaj tako lahko sklepamo glede na rezultate 
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študija stabilnosti. Zaradi zelo slabih izkoristkov pri obarjanju proteinov, spojina je močno 
vezana na proteine, rezultat seveda ni zanesljiv. Majhna sprememba v izkoristku namreč 
močno vpliva na izračun in posledično lahko rezultate povsem napačno interpretiramo. Zato 
bi bilo nujno izboljšati izkoristke ekstrakcije: najprej bi lahko poizkusili z različnimi topili, 
v katerih se spojina bolje raztaplja, kot so npr. toluen, DMF ali DMSO. Topilo bi nato uparili 
in zaostanek raztopili v topilih, kompatibilnih s HPLC. Seveda so vsa našteta topila slabo 
hlapna in bi morali uporabiti vakuumsko črpalko, kar spet podaljša postopek priprave vzorca 
in zagotovo vnese neko dodatno napako. Prav tako bi bilo smiselno segrevanje suspenzije 
proteinov oz. sočasna aplikacija  ultrazvoka, vendar lahko tu pride do razpada spojine. Cilj 
v prihodnje bi bil vsaj 80 % izkoristek po obarjanju proteinov. 
Dodatno bi variabilnost, ki je prisotna pri nizkih izkoristkih ob obarjanju proteinov, zmanjšal 
interni standard, vendar bi bil v tem primeru bolj uporaben masni detektor, kot UV-VIS 
detektor. Predvsem zaradi večje občutljivosti bi bil smiseln prehod na masni detektor. 
Seveda se tu pojavi vprašanje internih standardov, ker so spojine, ki jih testiramo, nove, na 
voljo ni internih standardov, obogatenih z devterijem in/ali ogljikom 13.  
Slednji imajo namreč praktično identične fizikalno-kemijske lastnosti kot spojina z naravnim 
deležem devterija in ogljika 13 in so tudi izgube pri ekstrakciji enake. Vendar bi te standarde 
morali sintetizirati sami, kar zopet pomeni zapleteno sintezo. Poleg tega moramo tudi 
poudariti, da lastne pripravljene spojine po kakovosti niso na nivoju komercialnih 
standardov, ki bi vsekakor izboljšalo točnost in natančnost pridobljenih rezultatov. 
 




Izračun koncentracije v celičnem gojišču: 
𝑐 =







 𝑜𝑧. 12,2µM 
Na koncu smo izvedli še meritev naše spojine v celicah: povzročili smo lizo celic, posledično 
se je iz njih zaradi poškodbe membrane v supernatant sprostila naša spojina. Spodnji 
kromatogram prikazuje spojino GBB102 v celicah. Glede na signal lahko rečemo, da je 
metoda dovolj občutljiva, ker pa ne poznamo izkoristka ekstrakcije iz celičnega zaostanka, 
ne moremo podati kakšnih gotovih zaključkov o sami koncentraciji GBB102 znotraj celic. 
Odločili smo se, da v prihodnje najprej optimiziramo postopek obarjanja proteinov na način, 
pri katerem večina GBB102 ostane raztopljene v topilu, s katerim obarjamo proteine. 
Najverjetneje pa je močna vezava na proteine kriva za odsotnost učinka pri spojini GBB102. 
Pri načrtovanju novih generacij zaviralcev imunoproteasoma svetujemo, da bi te bile manj 
lipofilne in z manjšo deležem aromatske strukture. Takšne spojine bi imele manjšo tendenco 
po vezavi na proteine, bile bolje topne v vodi in bile tudi bolj specifične. 
 
 









Namen magistrske naloge je bilo ugotoviti, zakaj pri spojinah LR057 in GBB102, ki sta 
izkazovali zaviralen učinek na imunoproteasom in vitro, ta učinek ni bil prisoten na celicah. 
Najprej smo za obe spojini razvili HPLC metodi, s pomočjo katere smo nadalje ugotavljali 
topnost v vodi in stabilnost v celičnem gojišču.  
Za spojino LR057 smo ugotovili, da v serumu z dodatki ni stabilna, saj razpade oz. reagira 
s proteini in peptidi  (neselektivno reagira z drugimi nukleofili). To smo potrdili z dodatkom 
cisteina, ki je kot dober nukleofil reagiral z našo spojino in potrdil njeno slabo stabilnost. 
Rezultati niti niso bili tako presenetljivi, saj je spojina LR057 kovalentni zaviralec 
imunoproteasoma in vsebuje reaktivno »bojno glavo« v svoji strukturi. Ugotavljanje 
intracelularne koncentracije za LR057 zato ni bilo smiselno, saj je najverjetneje za odsotnost 
učinka odgovorna prevelika reaktivnost spojine. 
Spojina GBB102 se je izkazala za kemijsko stabilno v celičnem gojišču, a se zaradi svoje 
zelo lipofilne in planarne strukture močno veže na proteine: tako v celičnem gojišču, kot tudi 
na membrano celic. To se je odrazilo že pri računanju izkoristka po obarjanju proteinov 
celičnega gojišča, ki je bil za dano spojino zelo nizek. GBB102 se je vezala na proteine, po 
dodatku ACN oz. i-Pr so se le-ti oborili z GBB102 in tako smo izgubili večino te spojine. 
Že v tem koraku bi bilo treba optimizirati metodo, da bi dobili izkoristek ekstrakcije čim 
bližje 100 % in nato nadaljevati s testiranjem na celicah. Vezava spojine na proteine v 
celičnem gojišču je zelo verjetno glavni razlog za njeno zelo nizko znotrajcelično 
koncentracijo:  spojina GBB102 zagotovo prehaja v celice, saj smo dobili merljiv signal, a 
zaradi slabega izkoristka obarjanja proteinov, koncentracije ne moremo podati. 
Zaključimo lahko, da bi bilo pri načrtovanju naslednje serije zaviralcev smiselno zmanjšati 
lipofilnost (GBB102) in/ali reaktivnost »bojne glave« (LR057). Prav tako bi bila smiselna 








7 LITERATURA  
1. Baumeister W.; Walz J.; Zühl F.; Seemüller E. The Proteasome: Paradigm of a Self-
Compartmentalizing Protease. Cell. 1998; 92: 367-380. 
2. Vershavsky A. Encyclopedia of Genetics: Proteolysis. California Institute of 
Technology, Pasadena. 2001: 1573-1575. 
3. Murata S.; Yashiroda H.; Tanaka K.Molecular Mechanisms of proteasome assembly. 
Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2009; 10: 104-115. 
4. Tanaka K. The proteasome: Overview of structure and functions. Proceedings of the 
Japan Academy, Series B Physical and Biological Sciences. 2009; 85 (1): 12-36. 
5. Ettari R.; Previti S.; Bitto A.; Grasso S.; Zappala M. Immunoproteasome-Selective 
Inhibitors: A Promising Strategy to Treat Hematologic Malignancies. Autoimmune 
and Inflammatory Diseases. 2016; 23: 1217-1238. 
6. Huber E.; Groll M. Inhibitors for the Immuno-and Constitutive Proteasome: Current 
and Future Trends in Drug Development. Angewandte Chemie International Edition. 
2012; 51(35): 8708-8720. 
7. Ciechanover A. The Ubiquitin-Proteasome Proteolytic Pathway. Cell. 1994; 79: 13-
21 
8. Wang J.; Maldonado A. The Ubiquitine-Proteasome System and Its Role in 
Inflammatory and Autoimmune Diseases. Cellular & Molecular Immunology. 2006; 
3(4): 255-261 
9. Adams J. The proteasome: structure, function and role in the cell. Cancer Treatment 
Reviews. 2003, 29: 3-9. 
10. Murata S.; Takahama Y.; Kasahara M.; Tanaka K. The immunoproteasome and 
thymoproteasome: functions, evolution and human disease. Nature immunology. 
2018; 19(9): 923-931. 
11. Ferrington D.A.; Gregerson D.S. Immunoproteasomes: structure, function and 
antigen presentation. The Proteasomal System in Aging and Disease. 2012; 109: 75-
112. 
12. McCarthy M. K.; Weinsberg J.B. The immunoproteasome and viral infection: a 
complex regulator of inflammation. Frontiers in Microbiology. 2015. 
13. Kisselev A.F.; van der Linden W.A.; Overkleeft H.S.; Proteasome Inhibitors: An 




14. Bauer R.A. Covalent Inhibitors in drug discovery: from accidental discoveries to 
avoided liabilities and designed therapies. Drug Discovery Today. 2015; 20(9): 1061-
1073. 
15. De Cesco S.; Kurian J.; Dufresne C.; Mittermaier A.K.; Moitessier N. Covalent 
inhibitors design and discovery. European Journal of Medicinal Chemistry. 2017; 
138: 96-114. 
16. Chen D.; Frezza M.; Schmitt S.; Kanwar J.; Dou Q.P. Bortezomib as the First 
Proteasome Inhibitor Anticancer Drug: Current Status and Future Perspectives. 
Current Cancer Drug Targets. 2011; 11(3): 239-253. 
17. Verbrugge S.E.; Scheper R.J.; Lems W.F.; de Gruijl T.D.; Jansen G. Proteasome 
inhibitors as experimental therapeutics of autoimmune diseases. Arthritis Research 
& Therapy. 2015; 17. 
18. Sosič I.; Gobec M.; Brus B.; Knez D.; Živec M.; Konc J.; Lešnik S.; Ogrizek M.; 
Obreza A.; Žigon D.; Janežič D.; Mlinarič-Raščan I.; Gobec S.; Nonpeptidic 
Selective Inhibitors of the Chymotrypsin-Like (β5i) Subunit of the 
Immunoproteasome. Angewandte Chemie International Edition. 2016; 55 (19): 
5745-5748. 
19. Fan H.; Angelo N.G.; Warren J.D.; Nathan C.F.; Lin G. Oxathiazolones Selectively 
Inhibit the Human Immunoproteasome over the Constitutive Proteasome. ACS 
Medicinal Chemistry Letters. 2014; 5(4): 405-410. 
20. Gilbert M.T. High performance liquid chromatography, Butterworth-Heinemann, 
Wright, Bristol.1987: 1-367. 
21. Kazakevich Y.; Lobrutto R. HPLC for pharmaceutical scientists, Wiley-Interscience, 
Chichester, Hoboken, New Jersey, 2007. 
22. Agrahari V.; Bajpai M.; Nanda S.; Essential Concepts of Mobile Phase Selection for 
Reversed Phase HPLC. Research Journal of Pharmacy and Technology. 2013; 6(5): 
459-464. 
23. Dong M.W.; Zhang K. Ultra-High-pressure liquid chromatography (UHPLC) in 
method development. Trends in Analytical Chemistry. 2014; 63: 21-30. 
24. Guaratini T.; Cardozo K.; Pinto E.; Colepicolo P. Comparison of diode array and 
electrochemical detection in the C30 reverse phase HPLC analysis of algae 
carotenoids. Journal of the Brazilian Chemical Society. 2009; 20 (9). 




26. Veber M. Kromatografija. Ljubljana, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
2000: 26. 
27. Poole C.F. The essence of chromatography, Elsevier Science, London 2003. 
28. Rowe L.; Burkhart G. Analysing protein glycosylation using UHPLC: a review. 
Bioanalysis. 2018; 10(20): 1691-1703. 
29.  Behnoush B.; Sheikhazadi A.; Bazmi E.; Fattahi A.; Sheikhazadi E.; Saberi Anary 
S.H. Comparison of UHPLC and HPLC in Benzodiazepines Analysis of Postmortem 
Samples. Medicine (Baltimore). 2015; 94 (14): 640. 
30. Teuscher K.B.; Zhang M.; Ji H. A Versatile Method to Determine the Cellular 
Bioavailability of Small-Molecule Inhibitors. Journal of Medicinal Chemistry. 2017; 
60: 157-169. 
 
 
 
